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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betritt ein verbessertes Verfahren zur Gewinnung eines Voriaufers von Insulinen 
\ Oder Insulinderivaten mit korrekt verbundenen Cystinbrucken in Gegenwart von Cystein oder Cysteinhydrochlorid und 
s von einem chaotropen Hilfsstoff. 

[0002] Humaninsulin ist ein Protein mit zwei Aminosaureketten mit zusammen 51 Aminosaureresten. In den beiden 
Aminosaureketten kommen 6 Cysteinreste vor, wobei je zwei Cysteinreste uber eine Disuffidbrucke untereinander ver- 
bunden sind. In biologisch aktivem Humaninsulin sind die A- und B-Ketten uber zwei Cystinbrucken miteinander ver- 
bunden, und eine weitere Cystinbrucke kommt in der A-Kette vor. Innerhalb eines Humaninsulinmolekuls gibt es 
io statistisch gesehen 15 Mdglichkeiten zur Ausbildung von Disulf idbrucken. Im biologisch wirksamen Humaninsulin 
kommt nur eine der 15 Mdglichkeiten vor. Die folgenden Cysteinreste sind im Humaninsulin miteinander verknupft: 

A6-A11 
A7-B7 
15 A 20- B 19 

[0003] Die Buchstabeh A und B stehen fur die jeweilige Insulinaminosaurekette, die Zahl fur die Position des Amino- 
saurerestes, die vom Amino- zum Carboxylende der jeweiligen Aminosaurekette gezahlt wird. Disulf idbrucken kehnen 
auch zwischen zwei Humaninsulinmolekulen ausgebildet werden, so daB leicht unubersehbar viele verschiedene 

20 Disulf idbrucken entstehen konnen. 

[0004] Ein bekanntes Verfahren zur Herstellung von Humaninsulin beruht auf der Verwendung von humanem Proin- Mk 
sulin. Humanes Proinsulin ist ein Protein mit einer linearen Aminosaurekette aus 86 Aminosaureresten, wobei die B- ^ 
und A-Ketten des Humaninsulins uber ein C-Peptid mit 35 Aminosaureresten miteinander verbunden sind. Die Ausbil- 
dung der in Humaninsulin vorkommenden Disuffidbrucken erfolgt uber ein Zwischenprodukt, wobei die Cysteinreste 

25 des Humaninsulins mit einer Schwefelschutzgruppe, z.B. einer S-Surfonat (-S-S0 3 ")-Gruppe versehen sind (EP 0 037 
255). Ferner ist ein Verfahren zur Gewinnung von Proinsulin mit korrekt verbundenen Cystinbrucken bekannt (Bioche- 
mistry, 60, (1968), Seiten 622 bis 629), das von Proinsulin gewonnen aus Schweine-pankreas ausgeht, bei dem die 
Cysteinreste als Thiolreste (-SH) vorliegen. Unter dem Begrrff "korrekt verbundenen Cystinbrucken" versteht man die 
Disulf idbrucken, die in biologisch aktivem Insulin aus Saugetieren vorkommeh. 

30 [0005] Gentechnische Verfahren erlauben es, Voriaufer von Insulin oder Insulinderivaten, im besonderen menschli- 
ches Proinsulin oder Proinsulin, das eine von Humaninsulin abweichende Aminosauresequenz und/oder Aminosaure- 
ketteniange hat, in Mikroorganismen herzustellen. Die von gentechriisch veranderten Escherichia-coli-Zellen 
hergestellten Proinsuline haben keine korrekt verbundenen Cystinbrucken. Ein Verfahren zur Gewinnung von Human- 
insulin mit E. coli (EP 0 055 945) beruht auf folgenden Verfahrensschritten: 

35 Fermentation der Mikroorganismen - ZellaufschluB - Isolierung des Fusionproteins - Halogencyanspaltung des Fusion- 
proteins - Isolierung des Spattprodukts mit der Proinsulinsequenz - Sc'hutz der Cysteinreste von Proinsulin durch S - 
Sulfonat-Gruppen - Chromatographische Reinigung des S-Sulfonats - Ausbildung der korrekt verbundenen Cystinbruk- 
. ken - Entsalzen des Proinsulins - Chromatographische Reinigung des Proinsulins mit korrekt verbundenen CystinbrOk- 
ken - Kpnzentrierung der ProinsulinlOsung - Chromatographische Reinigung der konzentrierten Proinsulinldsung - 

40 Enzymatische Spaltung des Proinsulins zur Gewinnung von Humaninsulin - Chromatographische Reinigung des ent- 

standenen Humaninsulins. 'c£? 
[0006] Nachteile dieses Verfahrens sind die Anzahl der Verfahrensschrrtte und die Verluste bei den Reinigungsschrit- 
ten, die zu einer geringen Ausbeute an Insulin fuhren. Wegen des vielstuf igen Verfahrensweges mussen erhebliche 
Verluste in Kauf genommen werden. Von der Stufe des isolierten Fusionproteins uber Halogencyanspaltung, Suifrto- 

45 lyse und Reinigung des Proinsulins muB mit einem bis zu 40%igem Verlust von Proinsulin gerechnet werden (EP 0 055 
945). Ahnlich hohe Verluste konnen im Verlauf der nachfolgenden Reinigungsschritte bis zum Endprodukt auftreten. 
[0007] Ausbeutesteigerungen bei der gentechnischen Herstellung von Humaninsulin oder Insulinderivaten lassen 
sich dann erzielen, wenn die Zahl der notwendigen Verfahrensschrrtte wesentlich verringert werden kann. 
[0008] Aus der EP 0 600 372 A1 (bzw. US 5,473,049) und der EP 0 668 292 A2 ist ein entsprechend verbessertes 

so Verfahren zur Gewinnung von Insulinen oder Insulinderivaten bekannt. bei dem der Insulinvoriaufer oder Voriaufer des 
Insulinderivates, dessen Cystinbrucken nicht korrekt verknupft vorliegen, in Gegenwart eines Mercaptans, beispiels^ 
weise Cystein, und von mindestens einem chaotropen Hilfsstoff, beispielsweise Harnstoff oder Guanidinhydrochlorid. 
zu einem Insulinvoriaufer bzw. Voriaufer des Jnsulinderivats mit korrekt verbundenen Cystinbrucken umflesetzt wird. Bei 
dem bekannten Verfahren werden diese Proteine zunachst in waBrigen LGsungen eines chaotropen Hilfsmittels oder 

55 von Mischungen von verschiedenen chaotropen Hilfsmitteln in sehr niedriger Konzent ration geldst. AnschlieBehd wird 
die Proteinmischung mit einer waBrigen MercaptanlGsung gemischt. 

[0009] Uberraschenderweise wurde nun gefunden, daB sich die Ausbeuten an korrekt gefalteten Voriaufern von Insu- 
linen oder Insulinderivaten dadurch erhGhen und die Reaktionszeiten fur den FaltungsprozeB dadurch verringern las- 
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sen, daB man den Voriaufer nicht in einem ersten Schritt mittels des chaotropen Hilfsstoffs in LOsung bringt, sondern 
daB man zunachst in die waBrige Suspension des VorlSufers das Mercaptan, nSmlich Cystein oder Cystein hydrochlo- 
rid, eintragt und erst in einem nachfolgenden Schritt die LOsung des Vorldufers durch Eintrag in eine wSBrige LOsung 
des chaotropen Hilfsstoffs und schlieBlich die korrekte Fattung des VorlSufers durch Verdunnung des Gemisches auf 
5 eine bevorzugte Cystein- bzw. Cysteinhydrochloridkonzentration unter Eintrag des Gemisches in eine entsprechende 
Menge an Wasser bewirkt. 

[0010] DemgemSB betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Gewinnung eines Voriaufers von Insulinen oder 
Insulinderivaten mit korrekt verbundenen Cystinbrucken in Gegenwart von Cystein oder Cysteihhydrochlorid und von 
einem chaotropen Hilfsstoff, dadurch gekennzeichnet, daB man nacheinander die folgenden Schritte durchfuhrt: 

10 

(a) Versetzen einer waBrigen Suspension des Voriaufers von Insulinen Oder Insulinderivaten mit einer Menge an 
Cystein Oder Cystein hydrochlorid, die 1 bis 15 SH-Reste des Cysteins Oder Gysteinhydrochlorids pro Cysteinrest 
des Voriaufers ergibt, 

(b) Eintragen der cystein- oder cysteinhydrochloridhaitigen Suspension des Voriaufers in eine 4 bis 9 molare 
is Ldsung des chaotropen Hilfsstoffs bei einem pH-Wert von ungefahr 8 bis ungefahr 1 1 ,5 und einer Temperatur von 

ungefahr 1 5 bis ungefahr 55 °C, Halten des erhaltenen Gemischs fur etwa 1 0 bis 60 Minuten auf dieser Temperatur 
und »• 

(c) Eintragen des Gemischs bei einem pH-Wert von ungefahr 8 bis ungefahr 11,5 und einer Temperatur von unge- 
fahr 5 bis ungefahr 30 °C in eine Menge an Wasser, welche eine Verdunnung der Konzentration des Cysteins oder 

20 des Cysteinhydrochlorids in dem Gemisch auf etwa 1 bis 5 mM und des chaotropen Hilfsstoffs auf 0,2 bis 1,0 M 
ergibt. 

[0011] Vorzugsweise ist das Verfahren dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt (a) die Menge an Cystein oder 
Cysteinhydrochlorid einer Menge entspricht, die 1 bis 6 SH-Reste des Cysteins Oder Cysteinhydrochlorids pro Cystein- 
25 rest des Voriaufers ergibt, 

in Schritt (b) das Eintragen der cystein- oder cysteinhydrochloridhaitigen Suspension des Voriaufers in eine 4 bis 9 
molare Ldsung des chaotropen Hilfsstoffs bei einem pH-Wert von 8 bis 1 1 und einer Temperatur von 30 bis 45 °C, das 
Halten des erhaltenen Gemischs fur 20 bis 40 Minuten auf dieser Temperatur und 

in Schritt (c) das Eintragen des Gemischs bei einem pH-Wert von 8 bis 1 1 und bei einer Temperatur von 15 bis 20 °C 
30 in eine Menge an Wasser, welche eine Verdunnung der Konzentration des Cysteins oder des Cysteinhydrochlorids in 
dem Gemisch auf etwa 1 bis 5 mM und eine Konzentration des chaotropen Hilfsstoffs von 0,2 bis 1 ,0 M ergibt, erfolgt. 
[0012] Chaotrope Hilfsstoffe sind Verbindungen, die in wSBriger L6sung Wasserstoffbruckenbindungen brechen, bei- 
spielsweise Ammoniumsulfat, Guanidinhydrochlorid, Ethyl encarbonat, Thiocyanat, Dimethylsulfoxid und Harnstoff. 
[001 3] Bei dem Verfahren gemaB der vorliegenden Erfindung wird als chaotroper Hilfsstoff bevorzugt Guanidin, Gua- 
35 nidinhydrochlorid oder besonders bevorzugt Harnstoff eingesetzt. 

[0014] Die Konzentration des chaotropen Hilfsstoffs betragt in Schritt (b) des erfindungsgemaBen Verfahrens vor- 
zugsweise 7,0 bis 9M, die Temperatur in Schritt (b) vorzugsweise 40°C und der pH-Wert in Schritt (b) vorzugsweise 10 
bis 11. 

[0015] Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren betragt der pH-Wert in Schritt (c) vorzugsweise 10 bis 1 1. In Schritt 
40 (c) des Verfahrens gemaB der vorliegenden Erfindung wird die Menge an Wasser, in welche das Gemisch eingetragen 
wird, vorzugsweise so gewahlt. daB diese eine Verdunnung der Cystein- oder Cystinhydrochloridkonzentration in dem 
Gemisch auf 2,5 bis 3 mM und eine Konzentration des chaotropen Hilfsstoffs von 0,5 M ergibt. 

[0016] Besonders bevorzugt ist das erfindungsgemSBe Verfahren dadurch gekennzeichnet, daB die Konzentration 
des chaotropen Hilfsstoffs in Schritt (b) etwa 8 M, die Temperatur in Schritt (b) etwa 40 °C, der pH-Wert in Schritt (b) 
45 etwa 10,6, der pH-Wert in Schritt (c) etwa 10,6 betragt und in Schritt (c) die Menge an Wasser eine Verdunnung der 
Konzentration des Cysteins oder des Cysteinhydrochlorids in dem Gemisch auf etwa 2,5 bis 3 mM und eine Konzen- 
tration des chaotropen Hilfsstoffs von 0,5 M ergibt. 

[0017] Das Ergebnis des Verfahrens gemaB der vorliegenden Erfindung ist ein Voriaufer von Insulinen oder Insulin- 
derivaten, im besonderen ein Proinsulin, dessen Cystinbrucken korrekt verbunden sind. 

so [0018] Insulinderivate sind Derivate von naturlich vorkommenden Insulinen, namlich Humaninsulin (s. SEQ ID NO 1 
= A-Kette von Humaninsulin; s. SEQ ID NO 2 = B-Kette von Humaninsulin. Sequenzprotokoll) Oder tierischen Insulinen, 
welche sich durch Substitution wenigstens eines naturlich auftretenden Aminosaurerestes und/oder Addition wenig- 
stens eines Aminosaurerestes und/oder organischen Restes von dem entsprechenden, ansonst gleichen naturlich vor- 
kommenden Insulin unterscheiden. 

55 [001 9] Aus dem mit Hilfe des Verfahrens gemaB der vorliegenden Erfindung gewonnenen Voriaufer der Insuline bzw. 
Insulinderivate mit korrekt verbundenen Cystinbrucken kann schlieBlich nach dem in der EP 0 600 372 A1 (bzw. US 
5,473,049) oder in der EP 0 668 292 A2 beschriebenen Verfahren durch enzymatische Spaltung mittels Trypsin oder 
eines trypsinahnlichen Enzyms und gegebenenfalls zusatzlich mittels Carboxypeptidase B und anschlie Bender Reini- 
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gung an einem Adsorberharz ein Insulin oder ein Insulinderivat mit korrekt verbundenen Cystinbrucken hergestellt wer- 
den. 

[0020] Das aus dem Voriaufer herstellbare Insulin oder Insulinderivat laBt sich vorzugsweise durch Formel I beschrei- 
ben 



(A6). I (A20) 

Gly Cys Cys Cys Cys r3 OH 

(A1) (A7) (A11) 



(0 1 



R 1 Cys Cys Y 2 

(B1) (B7) (B19) ( B30) 



worin bedeuten r ^ 
Y ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest, 



a) ein Aminosaurerest aus der Gruppe His, Arg oder Lys, 

b) ein Peptid mit 2 oder 3 Aminosaureresten, enthaltend den Aminosaurerest Arg oder Lys am Carboxy- 
lende des Peptids, 

30 c) ein Peptid mit 2 - 35 genetisch kodierbaren Aminosauren, enthaltend 1 bis 5 Histidinreste, oder 

d) OH, 

R 1 ein Phenylalanines! (Phe) oder eine kovalente Bindung, 
R 3 ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest, 

35 

wobei die zur Vereinfachung der Formel I nicht gezeigten Reste A2 - A20 der Aminosauresequenz der A-Kette von 
Humaninsulin, tierischen Insulin oder einem Insulinderivat und die zur Vereinfachung der Formel I nicht gezeigten 
Reste B2 - B29 der Aminosauresequenz der B-Kette von Humaninsulin, tierischen Insulin oder einem Insulinderivat 
errtsprechen. 

40 [0021] Die Aminosauresequenz von Peptiden und Proteinen wird vom N-terminalen Ende der Aminosaurekette an 
bezeichnet. Die in Formel I in Klammern gemachten Angaben, z.B. A6, A20, B1 , B7 oder B19, entsprechen der Position 
von Aminosaureresten in den A- oder B-Ketten des Insulins. 

[0022] Fur den Begriff "genetisch kodierbarer Aminosaurerest" stehen die Aminosauren Gly, Ala, Ser, Thr, Val, Leu, 

He, Asp, Asn, Glu, Gin, Cys, Met, Arg, Lys, His, Tyr, Phe, Trp, Pro und Selenocystein. 
45 [0023] Fur die Begriffe "Reste A2 - A20" und "Reste B2 - B 29" von tierischem Insulin werden beispielsweise die Ami- 

nosauresequenzen von Insulin aus Rindern, Schweinen oder Huhnern verstanden. Der Begriff "Reste A2 - A20" und 

"B2 - B29" von Insulinderivaten steht fur die entsprechenden Aminosauresequenzen von Humaninsulin, die durch den 

Austausch von Aminosauren durch andere genetisch kodierbare Aminosauren gebildet werden. 

[0024] Die A-Kette von Humaninsulin hat beispielsweise folgende Sequenz (SEQ ID NO.: 1): 
50 Gly He Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lie Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Gin Asn Tyr Cys Asn. 

[0025] Die B-Kette von Humaninsulin hat folgende Sequenz (SEQ ID NO.: 2 ): 

Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr 

Pro Lys Thr. 

[0026] Dabei ist in Formel I R 3 Asparagin (Asn), R 1 Phenylalanin (Phe), Y Threonin (Thr) und 2 OH; 
55 [0027] Das Verfahren gemaG der vorliegenden Erf indung ist dementsprechend besonders zur Gewinnung eines Vor- 
laufers von Insulinen oder Insulinderivaten m'rt der allgemeinen Formel II, dessen Cystinbrucken (in Formel II nicht 
gezeigt) korrekt gefaltet sind, 
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R 2 -R 1 -(B2-B29)-Y-X-Gly-(A2-A20)-R 3 (II) 
geeignet, worin bedeuten - 
5 R 2 

a) ein Wasserstoffatom, 

b) ein Aminosaurerest aus der Gruppe Lysin (Lys) Oder Arginin (Arg) Oder 

c) ein Peptid mit 2 bis 45 Aminosaureresten, enthaltend den Aminosaurerest Lysin (Lys) Oder Arginin 
10 (Arg) am Carboxylende des Peptids 

R 1 ein Phenylalaninrest (Phe) oder eine kovalente Bindung, 

(B2-B29) die Aminosaurereste in den Positionen B2 bis B29 der B-Kette von Humaninsulin, tierischem Insulin oder 
einem gegebenenfalls in einer oder mehrerer dieser Positionen variierten Insulinderivat, 
15 Y ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest, 

X 

a) ein Aminosaurerest aus der Gruppe Lysin (Lys) Oder Arginin (Arg), 

b) ein Peptid mit 2 bis 35 Aminosaureresten, enthaltend den Aminosaurerest Lysin (Lys) Oder Arginin 
20 (Arg) am N-terminalen Ende und amCarboxylende des Peptids, oder 

c) ein Peptid mit 2 bis 35 genetisch kodierbaren Aminosauren, enthaltend 1 bis 5 Histidinreste, 

(A2-A20) die Aminosaurereste in den Positionen A2 bis A20 der B-Kette von Humaninsulin, tierischem Insulin Oder 
einem gegebenenfalls in einer oder mehrerer dieser Positionen variierten Insulinderivat und 
25 R 3 ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest. 

1. Vorzugsweise bedeuten in Formel II: 
R 2 

30 

a) ein Wasserstoffatom oder 

b) ein Peptid mit 2 bis 25 Aminosaureresten, enthaltend den Aminosaureriest Arginin (Arg) am 
Carboxylende des Peptids, 

35 R 1 ein Phenylalaninrest (Phe), 

(B2-B29) die Aminosaurereste in den Positionen B2 bis B29 der B-Kette von Humaninsulin, 

Y ein Aminosaurerest aus der Gruppe Alanin (Ala), Threonin (Thr) oder Serin (Ser), 

X der Aminosaurerest Arginin (Arg) oder ein Peptid mit der Aminosauresequenz der C-Kette von 
Humaninsulin, 

40 (A2-A20) die Aminosaurereste in den Positionen A2 bis A20 der B-Kette von Humaninsulin und 

R 3 ein Aminosaurerest aus der Gruppe Asparagin (Asn), Serin (Ser) oder Glycin (Gly). 

Die C-Kette von Humaninsulin hat folgende Sequenz (SEQ ID NO.: 3): 
45 Arg Arg Glu Ala GIu Asp Leu Gin Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gin Pro Leu 

Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gin Lys Arg. 

2. Vorzugsweise bedeuten in Formel II: 

50 R 2 

a) ein Wasserstoffatom oder 

b) ein Peptid mit 2 bis 15 Aminosaureresten, an dessen Carboxylende sich ein Argininrest (Arg) 
befindet, 



55 



R 1 ein Phenylalaninrest (Phe), 

(B2-B29) die Aminosaurereste in den Positionen B2 bis B29 der B-Kette von Humaninsulin, 
Y ein Thr eoninrest (Thr) , 
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X der Aminosaurerest Arginin (Arg) oder ein Peptid mit 2 bis 35 Aminosaureresten, wobei am Anfang 

und am Ende des Peptids zwei basische Aminosaurereste. insbesondere Arginin (Arg) und/oder Lysih 
(Lys) stehen, 

t (A2-A20) die Aminosaurereste in den Positionen A2 bis A20 der B-Kette von Humaninsulin und 

5 R 3 der Aminosaurerest Asparagin (Asn) oder Glycin (Gly). 

[0028] Der Rest Z des Insulins oder des Insulinderivates der Formel I ist in der Regel Teil der Aminosauresequenz 
von X des Voriaufers der Formel II und entsteht durch die Aktivitat der Proteasen wie Trypsin, trypsinahhliches Enzym 
oder Carboxypeptidase B. Der Rest R 3 ist der Aminosaurerest, der an Position A21 der A-Kette von Insulin steht. Der 
io Rest Y ist der Aminosaurerest, der ah Position B30 der B-Kette von Insulin steht. 

[0029] Trypsin oder trypsinahnliche Enzyme sind Proteasen, die Aminosaureketten am Arginin- oder Lysinrest spal- 
ten. 

Carboxypeptidase B ist eine Exoprotease, die basische Aminosaurereste wie Arg oder Lys, die am Carboxyterminalen 
Ende von Aminosaureketten stehen, abspaltet. (Kemmler et al., J. Biol. Chem. 246, Seiten 6786-6791). 
15 [0030] Aus dem unter 1 genanrrten Voriaufer lafct sich beispielsweise ein Insuiin bzw. Insulinderivat der Formel I mit 
korrekt verknupften Cystinbrucken gewinnen, wobei Y, R 1 , R 2 , R 3 , A2-A20 und B2-B29 die unter 1 genannte Bedeutung 
haben und Z ein Argininrest (Arg), ein Peptidrest Arg-Arg oder -OH bedeutet. 

[0031] Aus dem unter 2 genanrrten Voriaufer laGt sich beispielsweise ein Insulin bzw. Insulinderivat der Formel I mit 
korrekt verknupften Cystinbrucken gewinnen, wobei Y, R 1 , R 2 , R 3 , A2-A20 und B2-B29 die unter 2 genannte Bedeutung 

20 haben und Z ein Argininrest (Arg), ein Peptidrest Arg-Arg oder Lys-Lys Oder -OH bedeutet. 

[0032] Der Voriaufer der Formel II kann mit Hilfe einer Vielzahl gentechnischer Konstrukte in Mikroorganismen gebil- .*Ss 
det werden (EP 0 489 780, EP 0 347 781, EP 0 453 969). Die gentechnischen Konstrukte werden in Mikroorganismen 
wie Escherichia coli oder Streptomyceten wahrend der Fermentation exprimiert. Die gebildeten Proteine werden im 
Inneren der Mikroorganismen abgelagert (EP 0 489 780) oder in die Fermentationsldsung ausgeschieden. 

25 [0033] Fur das erfindungsgemaGe Verfahren kOnnen Voriaufer von Insulinen oder von Insulinderivaten der Formel II 
eingesetzt werden, die direkt nach dem ZellaufschluB noch mit einer Vielzahl von Proteinen, die aus der Fermentati- 
onslOsung und aus den Mikroorganismen stammen, verunreinigt sind. Die Voriaufer der Formel II konnen aber auch in 
vorgereinigter Form beispielsweise nach einer Failung oder einer chromatographischen Reinigung eingesetzt werden. 

30 Beispiel 1 (Vergieichsbeispiel, Stand der Technik) 

[0034] Durch Fermentation von genetisch modifizierten Escherichia-coli-2ellen (EP 0 489 780) wird ein Fusionspro- 
tein mit folgender Aminosauresequenz hergestellt. 
[0035] Proinsuiinsequenz 1 (SEQ ID NO. : 4) : 
35 Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu 

Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly 
Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lie 
Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys Asn 
[0036] Proinsuiinsequenz 1 entspricht der Formel II, dabei ist 

X C-Peptid von Humaninsulin (SEQ ID NO.: 3) ™~ 
Y Thr(B30), 
R 1 Phe(B1), 

R 2 ein Peptid mit 10 Aminosaureresten, 
45 R 3 Asn (A21) und . 

A2 - A20 die Aminosauresequenz der A-Kette von Humaninsulin (Aminosaurereste 2 bis 20) und B2 - B29 die Amino- 
sauresequenz der B-Kette von Humaninsulin (Aminosaurereste 2 bis 29). 

[0037] In den E.-coli-Zellen sammelt sich das exprimierte Fusionsprotein mit der Proinsuiinsequenz 1 an und bildet 
so EinschluGkorper. Nach Beendigung der Fermentation werden die Zellen durch Zentrrfugation abgetrennt und durch 
ubliche Hochdruckhomogenisation aufgeschlossen. Die freigesetzten FusionsproteineinschluGkOrperchen werden 
durch Zentrrfugation isoliert. 

[0038] 20 kg der isolierten FusionsproteineinschluBkdrper (bezogen auf Trockenmasse nach Gefriertrocknung; der 
Anteil des insulinhaltigen Fusionsproteins wird mit Hilfe der HPLC bestimmt; er betragt 50 %) mit der Proinsuiinsequenz 
55 1 werden in 550 I einer 8 M Hamstoff-LOsung bei pH 10,6 gelfist. Gegebenenfalls wird nach Zentrifugation geringer 
Mengen Trubstoffe die Ware Lflsung in 9000 I einer waGrigen Cysteinldsung (5 kg Cysteinhydrochloridhydrat) bei einem 
pH-Wert von 10,6 und einer Temperatur von 4°C eingeruhrt. 

Nach AbschluG der Faltungsreaktion nach ca. 24 h wird mit Hilfe der analytischen HPLC der Gehalt an Proinsulinse- 
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quenz I mit korrekt verbundenen Cystinbrucken im Reaktionsansatz mit 3,0 kg entsprechend einem Umsatz von 30 % 
bestimmt. 

[0039] Die 9500 I LOsung wird mit 1 N HCI auf einen pH von 5,0 eingestellt und separiert. Dann erfoigt durch Zugabe 
von 1 N Natronlauge die Einstellung von pH 9. Es werden 3 g Trypsin in die LOsung eingetragen. Es entsteht 1 ,25 kg 
5 eines Insulins mit 2 carboxyterminalen Argininresten gemaG HPLC-Messung. 

Nach Spaftung mit Carboxypeptidase B entsteht Humaninsulin, das mit Hilfe chromatorgraphischer Methoden noch 
gereinigt wird. Humaninsulin entspricht der Formel I. dabei ist 

Y Thr (B30), 
w Z OH, 

R 1 Phe(B1), 

R 3 Asn(A21)und 

A2 - A20 die AminosSuresequenz der A-Kette von Humaninsulin (aminosSurereste 2 bis 20) und B2-B29 die Amino- 
75 sauresequenz der B-Kette von Humaninsulin (AminosSurereste 2 bis 29). 

[0040] Humaninsulin 2 besteht aus der SEQ ID NO.: 1 und 2, die uber korrekt gebundene Cystinbrucken miteinander 
verbunden sind. 

[0041] Die LOsung wird wie in der EP 0 668 292 beschrieben mittels Adsorberharz aufkonzentriert und gereinigt. Das 
Eluat, das Insulin 2 enthait, kann nach Verdunnung mit Wasser und pH-Einstellung unmittelbar auf einer Chromatogra- 
20 phiesSule weiter gereinigt werden. 

HPLC-Analyse 

[0042] 0,5 g Protein werden in 40 ml einer L6sung aus 6 M Guanidinhydrochlorid, 50 mM Tris, pH 8,5, 5 mM Ethylen- 
es diamintetraacetat (EDTA), 1 % 2-Mercaptoethanol, 10 mM Dithiothreitol bei 95°C fur 2 min gelGst und dann bei 14000 
g fur 20 min zentrifugiert. Von dem klaren Uberstand werden 0,02 ml auf eine HochdruckflussigchromatographiesSule 
aufgetragen. 

Saule: ®Nucleogel RP 300-5/46 (Macherey & Nagel, Aachen, Deutschland) 

30 Gradient: Puffer A: 0,1 % TrrfluoressigsSure (TFA) Puffer B: 0,09 % TFA in Acetonitril 

Temperatur: 55 C 
Gesamtlaufzeit: 40 min, 

Der Gradient ist gekennzeichnet durch die folgende Mengen von Puffer B nach den entsprechenden Laufzeiten : 
35 10 min 25%, 12 min 60%, 13 min 90%, 15 min 100 %. 

FluB: 1 ml/min 

Detektion: 215 nm 

40 Retehtionszeit von 

Insulin: etwa 19 min 

Beispiel 2 (Verfahren gemaB der vorliegenden Erfindung) 

45 

[0043] Durch Fermentation von genetisch modifizierten Escherichia-coli-Zellen (EP 0 489 780) wird ein Fusionspro- 
tein mit der in Beispiel 1 dargestellten AminosSuresequenz hergestellt (Proinsulinsequenz 1 . SEQ ID NO.: 4)^ 
[0044] In den E.-coli-Zellen sammelt sich das exprimierte Fusionsprotein mit der Proinsulinsequenz 1 an und bildet 
EinschluGkorper. Nach Beendigung der Fermentation werden die Zellen durch Zentrifugation abgetrennt und durch 
so ubliche Hochdruckhomogenisation aufgeschlossen. Die freigesetzten FusionsproteineinschluBkorper werden durch 
Zentrifugation isoliert. 

[0045] Der wassrigen Fusionsproteinsuspension. die 40 kg Fusionsprotein (ermittelt durch Gefriertrocknung eines 
Aliquots) enthait, werden 5 kg Cysteinhydrochloridhydrat zugefugt. 

[0046] Die Suspension wird (Der Anteil des insulinhaltigen Fusionproteins wird mit Hilfe der HPLC bestimmt. Er 
55 betrSgt 50 %.) mit der Proinsulinsequenz 1 in 550 I einer 8 M Harnstoff-Lfisung bei pH 10,2 bei 40°C geldst. Die Ware 
Ldsung wird in 9000 I Wasser bei einem pH-Wert von 10.6 und einer Temperatur von 15°C eingeruhrt. Nach AbschluB 
der Faltungsreaktion nach ca. 5 Std wird mit Hilfe der analytischen HPLC der Gehalt an Proinsulinsequenz I mit korrekt 
verbundenen Cystinbrucken im Reaktionsansatz mit 10,0 kg entsprechend einem Umsatz von 50 % bestimmt. 
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[0047] Die 9500 I Ldsung wird mit 1 N HCI auf einen pH von 5,0 eingestellt und separiert. Dann erfolgt durch Zugabe 
von 1N Natronlauge die Einstellung von pH 9. Es werden 10 g Trypsin in die LGsung eingetragen. Es entstehen 4 kg 
eines Insulins mit 2 carboxyterminalen Argininresten. Nach Spaltung mit Carboxypeptidase B entsteht Humaninsulin 
(SEQ ID NO.: 1 und 2 mit korrekt verbundenen Cystinbrucken). 
[0048] Die LOsung wird mittels Adsorberharz aufkonzentriert und gereinigt. 

[0049] Das Eluat, das Humaninsulin enthait, kann nach Verdunnung mit Wasser und pH-Einstellung unmittelbar auf 
einer Chromatographiesaule weiter gereinigt werden. 

Beispiel 3 (Vergleichsbeispiel, Stand der Technik) 

[0050] Durch Fermentation von genetisch modifizierten Escherichia-coli-Zellen (EP 0 489 780) wird ein Fusionspro- 
tein mit folgender Aminosauresequenz hergestellt. 
[0051] Proinsulinsequenz 2 (SEQ ID NO.: 5): 

Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu 
Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly 
Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lie 
Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys Gly 
[0052] Proinsulinsequenz 2 entspricht der Formel II, dabei ist 

X C-Peptid von Humaninsulin (SEQ ID NO.: 3), 

Y Thr(B30), 
R 1 Phe(BI), 

R 2 ein Peptid mit 10 Aminosaureresten, 
R 3 Gly(A21)und 

A2 - A20 die Aminosauresequenz der A-Kette von Humaninsulin (Aminosaurereste 2 bis 20) und B2 - B29 die Amino- 
sauresequenz der B-Kette von Humaninsulin (Aminosaurereste 2 bis 29). 

[0053] In den E.-coli-2ellen sammelt sich das exprimierte Fusionsprotein mit der Proinsulinsequenz 2 an und bildet 
EinschluGkGrper. Nach Beendigung der Fermentation werden die Zellen durch Zentrifugation abgetrennt und durch 
ubliche Hochdruckhomogenisation aufgeschlossen. Die freigesetzten FusionsproteineinschluBkOrperchen werden 
durch Zentrifugation isoliert. 

[0054] 20 kg der isolierten FusionsproteineinschluGkdrper (bezogen auf Trocken masse nach Gefriertrocknung; der 
Anteil des insulinhaltigen Fusionproteins wird mit Hilfe der HPLC bestimmt. Er betragt 50 %.) mit der Proinsulinsequenz 
2 werden in 550 I einer 8 M Harnstoff-LOsung bei pH 10,6 bei 20°C gelost. Die Ware Ldsung wird in 9000 I einer wa&- 
rigen Cysteinlosung (5 kg Cysteinhydrochloridhydrat) bei einem pH-Wert von 10,6 und einer Temperatur von 4°C ein- 
geruhrt. 

Nach AbschluG der Faltungsreaktion nach ca. 24 Std wird mit Hilfe der analytischen HPLC der Gehalt an Proinsulinse- 
quenz 2 mit korrekt verbundenen Cystinbrucken im Reaktionsansatz mit 3,0 kg entsprechend einem Umsatz von 30 % 
bestimmt. 

[0055] Die 9500 I Losung wird mit 1 N HCI auf einen pH von 5,0 eingestellt und separiert. Dann erfolgt durch Zugabe 
von 1N Natronlauge die Einstellung von pH 9. Es werden 3 g Trypsin in die LOsung eingetragen. Es entstehen 0.98 kg 
eines Insulinderivats mit 2 carboxyterminalen Argininresten nach HPLC-Messung. 
Dieses Insulinderivat entspricht der Formel I, wobei 

Y Thr(B30), 
Z Arg-Arg, 
R 1 Phe(B1), . 
R 3 Gly(A21)und 

A2 - A20 die Aminosauresequenz der A-Kette von Humaninsulin (aminosaurereste 2 bis 20) und B2-B29 die Amino- 
sSuresequenz der B-Kette von Humaninsulin (Aminosaurereste 2 bis 29) bedeuten, und besteht aus den SEQ ID NO.: 
6 und 7, die uber korrekt gebundene Cystinbrucken miteinander verbunden sind.. 
[0056] Die LOsung wird mittels Adsorberharz aufkonzentriert und gereinigt. 

[0057] Das Eluat, welches das Insulinderivat enthait, kann nach Verdunnung mit Wasser und pH-Einstellung unmit- 
telbar auf einer Chromatographiesaule weiter gereinigt werden. 
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Beispiel 4 (Verfahren gemaG der vorliegenden Erfindung) 

[0058] Durch Fermentation von genetisch modifizierten Escherichia-coli-Zellen (EP 0 489 780) wird das Fusionspro- 
tein mit der Proinsulinsequenz 2 (SEQ ID NO.: 5) gemdB Beispiel 3 hergestellt 

[0059] In den E.-coli-Zellen sammelt sich das exprimierte Fusionsprotein mit der Proinsulinsequenz 2 an und bildet 
EinschluGkdrper. Nach Beendigung der Fermentation werden die Zellen durch Zentrifugation abgetrennt und durch 
ubliche Hochdruckhomogenisation aufgeschlossen. Die freigesetzten FusionsproteineinschluBkGrper werden durch 
Zentrifugation isoliert 

[0060] Der wassrigen Fusionsproteinsuspension, die 40 kg Fusionsprotein (Ermittelt durch Gefriertrocknung eines 
Aliquots) enthalten, werden 5 kg Cysteinhydrochloridhydrat zugefugt. 

[0061] Die Suspension wird (Der Anteil des insulinhaltigen Fusionproteins wird mit HiHe der HPLC bestimmt. Er 
betrfigt 50 %.) mit der Proinsulinsequenz 2 in 550 I einer 8 M Harnstoff -Ldsung bei pH 10,2 bei 40°C geldst Die Ware 
Ldsung wird in 9000 I Wasser bei einem pH-Wert von 10,6 und einer Temperatur von 15°C eingeruhrt Nach AbschluB 
der Faltungsreaktion nach ca. 5 Std wird mit Hilfe der analytischen HPLC der Gehalt an Proinsulinsequenz I mit korrekt 
verbundenen Cystinbrucken im Reaktionsansatz mit 10,0 kg entsprechend einem Umsatz von 50 % bestimmt. 
[0062] Die 9500 I Ldsung wird mit 1 N HCI auf einen pH von 5,0 eingestellt und separiert Dann erfolgt durch Zugabe 
von 1 N Natronlauge die Einstellung von pH 9. Es werden 10 g Trypsin in die Ldsung eingetragen. Es entstehen 2,8 kg 
des Insulinderivats (HPLC Messung), das aus den Sequenzen SEQ ID NO.: 6 und 7 besteht, die uber korrekt gebun- 
dene Cystinbrucken miteinander verknupft sind. 

[0063] Die Ldsung wird mitt els Adsorber harz aufkonzentriert und gereinigt Das Eluat. welches das Insulinderivat ent- 
hait, kann nach Verdunnung mit Wasser und pH-Einstellung unmittelbar auf einer ChromatographiesSule weiter gerei- 
nigt werden. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



\ (1) ALLGEMEINE INFORMATION: 

5 

<i) ANMELDER: 

(A) NAME: Hoechst Marion Roussel Deutschland GmbH 

(B) STRASSE : - 

(C) ORT: Frankfurt am Main 

(E) LAND: Federal Republic of Germany 
10 (F) POSTLEITZAHL : 65926 

(G) TELEPHON : 069-305-5307 

(H) TELEFAX: 069-35-7175 

(I) TELEX: 041234-700 hod 

(ii) ANMELDETITEL: Verbessertes Verfahren zur Gewinnung von 
15 Insulinvorlauf ern mit korrekt verbundenen CystinbriicJcen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 7 

(iv) COMPUTER- LES BARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 
20 ( B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBS SYSTEM: PC- DOS /MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERI STI KA : 

(A) 1ANGE: 21 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
<C) STRANGFORM: Einzel 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Protein 

(vi) URSPRONLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coli 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLOSSEL : Protein 

(B) LAGE: 1 T .21 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

— - - 

40 Gly lie Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lie Cys Ser Leu Tyr Gin Leu 

1 5 10 15 W " 

Glu Asn Tyr Cys Asn 
20 



25 



30 



35 



45 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 



(i) SEQUENZ CHARAKTERI STI KA: 

(A) LANGE: 30 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

50 (C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

{ii) ART DES MOLEKOLS: Protein 



55 
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(vi) URSPRONLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coli 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL : Protein 

(B) LAGE: 1. .30 



SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr 
5 10 15 

Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr 
20 25 30 

(2) INFORMATION. 2U SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERI STI KA : 

(A) LiANGE: 35 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
<C) STRANGFORM: Einzel 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Protein 

(vi) URSPRONLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS:; Escherichia coli 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCH LOSS EL: Protein 

(B) LAGE: 1 . . 35 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly. 
1 5 10 15 

Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu 
20 25 30 

Gin Lys Arg 
35 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERI STI KA : 

(A) LANGE: 96 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Protein 

(vi) URSPRONLICHE HERKUNFT:. 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coli 



(xi) 

Phe 
1 

Leu 
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10 



15 



40 



45 



50 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : Protein 

(B) LAGE: 1. .96 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 



Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg Phe Val Asn Gin His Leu 
1 5 10 15 

Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg 
20 25 30 

Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin 
35 40 .45 

Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gin 
50 55 60 

Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu Gin 
20 65 70 . 75 80 

Cys Cys Thr Ser lie Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys Asn 
85 90 95 

25 2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 96 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

30 (C) STRANGFORM : Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(vi) URSPRONLICHE HERKUNFT: 
35 (A) ORGANISMUS: Escherichia coli 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Protein 

(B) LAGE: 1..96 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg Phe Val Asn Gin His Leu 
1.5 10 15 

Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg 

20 25 30 

. Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin 
35 ' 40 - 45 

Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gin 
50 55 60 



55 
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Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu Gin 
65 70 75 80 

Cys Cys Thr Ser lie Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys Gly 

.85 90 ' 95 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERI STI KA : 

(A) LANGE: 32 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

. (C) STRANGFORM: Einzel 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Protein 

(vi) URSPRONLICHE HERKUNFT: . 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coli 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: Protein 

(B) LAGE: 1 . . 32 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID. NO: 6: 
Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala. Leu Tyr 

i 5 : 10 15 

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg 
20 25 30 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERI STI KA: 

(A) lANGE: 21 Aminosauren 

( B) ART:. Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(vi) URSPRONLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coli 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLOSSEL : Protein 

(B) LAGE: 1..21 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

Gly lie Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lie Cys Ser Leu Tyr Gin Leu 
1 5 10 15 

Glu Asn Tyr Cys Gly 
20 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Gewinnung eines Vorlaufers von Insulinen oder Insulinderivaten mit korrekt verbundenen Cystinbruk- 
ken in Gegenwart von Cyslein oder Cysteinhydrochlorid und von einem chaotropen Hilfsstoff, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man nacheinander die folgenden Schritte durchfuhrt: 

^a) Versetzen einer waBrigen Suspension des Vorlaufers von Insulinen oder Insulinderivaten mit einer Menge 
an Cystein oder Cysteinhydrochlorid, die 1 bis 15 SH-Reste des Cysteins oder Cysteinhydrochlorids pro 
Cysteinrest des Vorlaufers ergibt. 

(b) Eintragen der cystein- Oder cysteinhydrochloridhaltigen Suspension des Vorlaufers in eine 4 bis 9 molare 
Ldsung des chaotropen Hilfsstoffs bei einem pH-Wert von ungefahr 8 bis ungefahr 1 1 ,5 und einer Temperatur 
von ungefahr 15 bis ungefahr 55 °C, Halten des erhaltenen Gemischs fur etwa 10 bis 60 Minuten auf dieser 
Temperatur und 

(c) Eintragen des Gemischs bei einem pH-Wert von ungefahr 8 bis ungefahr 11,5 und einer Temperatur von 
ungefahr 5 bis ungefahr 30 °C in eine Menge an Wasser, welche eine Verdunnung der Kbnzentration des 
Cysteins oder des Cysteinhydrochlorids in dem Gemisch auf etwa 1 bis 5 mM und des chaotropen Hilfsstoffs 
auf 0.2 bis 1 ,0 M ergibt 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB 

in Schritt (a) die Menge an Cystein oder Cysteinhydrochlorid einer Menge entspricht, die 1 bis 6 SH-Reste des 
Cysteins Oder Cysteinhydrochlorids pro Cysteinrest des Vorlaufers ergibt, 

in Schritt (b) das Eintragen der cystein- Oder cysteinhydrochloridhaltigen Suspension des Vorlaufers in eine 4 
bis 9 molare LOsung des chaotropen Hilfsstoffs bei einem pH-Wert von 8 bis 1 1 und einer Temperatur von 30 
bis 45 °C, das Halten des erhaltenen Gemischs fur 20 bis 40 Minuten auf dieser Temperatur und in Schritt (c) 
das Eintragen des Gemischs bei einem pH-Wert von 8 bis 1 1 und bei einer Temperatur von 15 bis 20 °C in eine 
Menge an Wasser, welche eine Verdunnung der Konzentration des Cysteins oder des Cysteinhydrochlorids in 
dem Gemisch auf etwa 1 bis 5 mM ergibt und eine Konzentration des chaotropen Hilfsstoffs von 0,2 bis 1,0 M, 
erfolgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB der chaotrope Hilfsstoff Guanidin oder Guanidin- 
hydrochlorid ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB der chaotrope Hilfsstoff Harnstoff ist. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet. daB die Konzentration des 
chaotropen Hilfsstoffs in Schritt (b) 7,0 bis 9 M betragt. 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Temperatur in 
Schritt (b) 40 °C betragt. 

7. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB der pH-Wert in Schritt 

(b) 10 bis 11 betragt. 

8. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 7. dadurch gekennzeichnet, daB der pH-Wert in Schritt 

(c) 10 bis 11 betragt. 

9. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt (c) die Menge 
an Wasser eine Verdunnung der Konzentration des Cysteins oder des Cysteinhydrochlorids in dem Gemisch auf 
2,5 bis 3 mM und eine Konzentration des chaotropen Hilfsstoffs auf 0,5 M ergibt. 

10. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 2 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Konzentration des 
chaotropen Hilfsstoffs in Schritt (b) etwa 8 M, die Temperatur in Schritt (b) etwa 40 °C, der pH-Wert in Schritt (b) 
etwa 10.6, der pH-Wert in Schritt (c) etwa 10,6 betragt und in Schritt (c) die Menge an Wasser eine Verdunnung 
der Kbnzentration des Cysteins Oder des Cysteinhydrochlorids in dem Gemisch auf etwa 2,5 bis 3 mM und eine 
Konzentration des chaotropen Hilfsstoffs von 0,5 M ergibt. 
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11. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB der Voriaufer der 
Insuline oder der Insulinderivate die Sequenz gemaB der allgemeinen Forme! II aufweist 



R 2 -R 1 -(B2-B29)-Y-X-Gly-(A2-A20)-R 3 (||), 



worin bedeuten 
R 2 



w a) ein Wasserstoffatom, 

b) ein Aminosaurerest aus der Gruppe Lysin (Lys) Oder Arginin (Arg) oder 

c) ein Peptid mit 2 bis 45 Aminosaureresten, enthaltend den Aminosaurerest Lysin (Lys) oder 
Arginin (Arg) am Carboxylende des Peptids 

is R 1 ein Phenylalaninrest (Phe) oder eine kovalente Bindung, 

(B2-B29) die Aminosaurereste in den Positionen B2 bis B29 der B-Kette von Humaninsulin, tierischem Insulin 

oder einem g eg eben entails in einer oder mehrerer dieser Positionen variierten Insulinderivat, 
Y ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest, 



X 



20 



25 



a) ein Aminosaurerest aus der Gruppe Lysin (Lys) oder Arginin (Arg) oder 

b) ein Peptid mit 2 bis 35 Aminosaureresten, enthaltend den Aminosaurerest Lysin (Lys) oder 
Arginin (Arg) am N-terminalen Ende und amCarboxylende des Peptids, oder 

c) ein Peptid mit 2 bis 35 genetisch kodierbaren Aminosauren, enthalend 1 bis 5 Histidinreste, 

(A2-A20) die Aminosaurereste in den Positionen A2 bis A20 der B-Kette von Humaninsulin, tierischem Insulin 

oder einem gegebenenfalls in einer oder mehrerer dieser Positionen variierten Insulinderivat und 
R 3 ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest. 

30 12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB in Formel II 

R 2 

a) ein Wasserstoffatom oder 

35. b) ein Peptid mit 2 bis 25 Aminosaureresten, enthaltend den Aminosaurerest Arginin (Arg) am 

Carboxylende des Peptids, 

R 1 ein Phenylalaninrest (Phe), 

(B2-B29) die Aminosaurereste in den Positionen B2 bis B29 der B-Kette von Humaninsulin, 

^0 Y ein Aminosaurerest aus der Gruppe Alanin (Ala). Threonin (Thr) oder Serin (Ser), 

X der Aminosaurerest Arginin (Arg) oder ein Peptid mit der Aminosauresequenz der C-Kette von 
Humaninsulin, 

(A2-A20) die Aminosaurereste in den Positionen A2 bis A20 der B-Kette von Humaninsulin und 

R 3 ein Aminosaurerest aus der Gruppe Asparagin (Asn), Serin (Ser) oder Glycin (Gly) 



45 



50 



55 



bedeuten.. 

13. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB in Formel II 
R 2 

a) ein Wasserstoffatom oder 

b) ein Peptid mit 2 bis 15 Aminosaureresten, an dessen Carboxylende sich ein Argininrest (Arg) 
befindet, 

R 1 ein Phenylalaninrest (Phe), 

. (B2-B29) die Aminosaurereste in den Positionen B2 bis B29 der B-Kette von Humaninsulin, 
Y ein Threoninrest (Thr), 
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X der AminosSurerest Arginin (Arg) Oder ein Peptid mit 2 bis 35 AminosSureresten, wobei am Anfang 

und am Ende des Peptids zwei basische AminosSurereste, insbesondere Arginin (Arg) und/oder Lysin 
(Lys) stehen, 

j (A2-A20) die AminosSurereste in den Positionen A2 bis A20 der B-Kette von Humaninsulin und 

5 R 3 der Aminosaurerest Asparagin (Asn) Oder Glycin (Gly) 

bedeuten. 
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